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Abstract ofFR2673626 
The invention relates to a process for the 
synthesis of cucurbitine. This synthetic process 
is characterised in that l-benzyl-3-pyrrolidone 
is used as starting material. Cucurbitine can 
then be used to prepare a cosmetic or 
pharmaceutical, especially dermatological, 
composition having an anti-allergic activity or 
in the preparation of a cosmetic or 
pharmaceutical composition with a reduced 
allergising risk. 
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(§4) Procede de synthase de la cucurbitine utilisant comme produit de depart de la 1-benzyl-3-pyrrolidinone. 



(57) L'invention conceme un procede de synthese de la cu- 
ctfroitine. 

Ce procede de synthese est caracterise en ce qu'on uti- 
lise comme produit de depart de la 1-benzy1-3- 
pyrroLidinone. 

La cucurbitine peut ensuite §tre utilisee pour preparer 
une composition cosmetique ou pharmaceutique, notanv 
ment dermatologique, a activity anti-all ergique, ou pour la 
preparation de composition cosmetique ou pharmaceuti- 
que a risque aliergisant reduit. 
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Procede de synthese de La cucurbitine utilisant comme produit de 

depart de La 1-benzy L-3-pyrroLidinone . 

La presente invention concerne essentieLLement un 

procede de synthese de La cucurbitine, £ parti r de La 1-benzyL- 
05 3-py r ro L i d i none . 

L 1 invention concerne aussi L 'uti Lisation de La 

cucurbitine pour La preparation de composition cosmetique ou 

pharmaceutique, notamment dermatoLogique, anti-aLLergique, et un 

procede en comportant appLi cation. 
10 La cucurbitine, ou acide 3-a^Jn^-3-pyrroLidinecarboxyLique, 

de formuLe I, suivante : | N H 

r k 2 CD 

est un acide amine natureL soLubLe dans L'eau que L'on trouve dans 
15 Les cucurbitacees (voir V.H. Mihranian et at., LLOYDIA (1968), 31_ 
(1) 23-29). 

La cucurbitine est connue comme anti-parasitai re, en 
particuLier comme antheLmintique contre Schistosoma japonicum. 
(Morimoto Y. et aL., Chem. Pharm. BuLL. (1987) 35 (9) 3845-3849). 

20 La cucurbitine peut etre obtenue par voie d'extraction 

sous forme Levogyre ou par voie de synthese sous forme racemique. 
Parmi Les diverses methodes de synthese de cucurbitine, on peut 
citer parti cuLierement La m£thode de synthese de H.J. Monteiro, J. 
Chem. Soc, Chem. Commun. (1973) 2. Cette methode ne conduit qu'a 

25 des rendements reLativement faibLes en cucurbine racemique. Une 
autre methode de synthese permet d'obtenir separement L'un et 
L'autre isomere optique de La cucurbitine. IL s'agit de La methode 
de Morimoto et aL., Chem. Pharm. BuLL. (1987) 35 (9) 3845-3849, qui 
est une methode de synthese par voie enzymatique stereospecifique 

30 par L'empLoi d^ne esterase de foie de pore. Cette methode est 
cependant compLiquee, et necessite un nombre d'etapes reLativement 
eLeve. 
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IL a maintenant ete decouvert de maniere inattendue 
que la cucurbitine inhibait La formation d 1 histamine, m6dia- 
teur bien connu des allergies, et presentait done une acti- 
vity hypohistaminemiante precieuse. Cette activite hypohis- 

05 taminemiante resulte de L'action inhibitrice de la cucurbitine sur 
I'histidine decarboxylase qui est L'enzyme responsable de la trans- 
formation de I'histidine en histamine. De ce fait, I'administration 
de la cucurbitine contribue £ diminuer la concentration d' histamine 
dans le serum sanguin et les tissus. 

10 Ceci constitue un progr£s technique important car les 

manifestations allergiques, notamment Les allergies pulmonaires et 
cutanees, posent aujourd'hui de nombreux probUmes aux therapeutes 
qui disposent d'un nombre limits de substances actives et en outre, 
certaines de ces substances peuvent presenter des effets secon- 

15 daires. Ainsi, la mise au point d'une nouvelle composition preven- 
tive et curative des allergies constitue done un besoin important. 

Ainsi, la presente invention a pour objet principal de 
resoudre Le probleme technique consistant en La fourniture d'une 
solution permettant d'inhiber La formation d'histamine, agent 

20 mediateur dans le cadre des manifestations allergiques, afin de 
permettre la prevention et le traitement des manifestations aller- 
giques. 

Selon un autre aspect, la presente invention a pour objet 
principal de resoudre Le probleme technique consistant en la four- 
25 niture d'une solution permettant de prevenir et de traiter les 
manifestations allergiques. 

La presente invention a encore pour but de resoudre le 
nouveau probleme technique consistant en La fourniture d f une solu- 
tion permettant de diminuer le potentiel allergisant des composi- 
30 tions cosmetiques ou pharmaceutiques, notamment dermatologiques. 

La presente invention a encore pour but de resoudre le 
nouveau probleme technique consistant en la fourniture d f une solu- 
tion permettant de rSaliser la synthese de la cucurbitine par un 
proc£de de synthese simple, nScessitant un minimum d'<§tapes, en de 
35 bons rendements. 
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La presente invention permet de resoudre l 'ensemble de 
ces problemes techniques d'une mani6re simple, fiable et reproduc- 
tible, utilisable a I'echelle industrielle. 

Ainsi, selon un premier aspect, la presente invention 
concerne I'uti lisation de la cucurbitine ou de I'un de ses sels ou 
esters, ou d'un extrait de plante en contenant, pour la preparation 
d'une composition cosmetique ou pharmaceutique, notamment dermato- 
logique, a activite antiallergique. 

Selon une variante de realisation particuliere, il s'agit 
de la preparation d'une composition cosmetique ou pharmaceutique, 
notamment dermatologique, destinee a la prevention ou au traitement 
symptomatique des manifestations allergiques, quelle qu'en soit 
I'origine et Le point d'application, notamment les bronches, la 
peau et L'oeil. Ainsi, ladite composition est destinee notamment a 
la prevention ou au traitement symptomatique de I'asthme 
bronchique allergique ou de l' effort, du rhume des fbins, des 
rhinites et tracheites spasmodiques, de I'urticaire autres erup- 
tions allergiques, de I'eczSma, rougeurs ou irritations cutanees 
d'origine allergique, des prurits, de I'oedeme de Quincke, des 
conjonctivites allergiques, ainsi que des reactions allergiques 
d'origine medicamenteuse. 

Dans le domaine plus particulier de la cosmetologie, 
ladite composition est destinee avantageusement aux lignes de pro- 
duits hypoallergeniques ou pour peaux sensibles ou irritables. 

La cucurbitine peut etre utilisee soit sous forme libre, 
soit sous forme de I'un de ses sels ou de ses esters cosmetiquement 
ou pharmaceutiquement , notamment dermatologiquement, acceptables. 
Les sels et esters precites peuvent etre prepares par des proced£s 
classiques bien connus de I'homme de I'art. Parmi les sels, citons 
Le mono- et dibromohydrate et le mono- et dichlorhydrate- Parmi les 
esters, citons I'ester m^thylique et I'ester ethylique, 

Suivant une variante avantageuse, I'extrait de plante 
precite contenant de la cucurbitine est un extrait de cucurbitacee, 
en particulier de Cucurbita maxima Duch., de Cucurbita pepo L. ou 
de Cucurbita moschata Duch ; de preference, il s'agit d'un extrait 
de pepin ou de pulpe de fruit. 
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Selon un deuxieme aspect/ La presente invention concerne 
aussi une composition cosmetique, caracterisee en ce quelle 
comprend, comme ingredient actif, de La cucurbitine ou I'un de ses 
seLs ou esters cosmetiquement acceptable ou un extrait de pLante 

05 en contenant- 

Suivant une variante avantageuse, l' extrait de pLante 
pr6cit6 est un extrait de cucurbitacee teL que precedemment defini. 

Selon une variante de realisation preferee. La cucurbi- 
tine ou I'un de ses sels ou esters est presente en une quantite 

10 efficace pour presenter une activite antiallergique, en particulier 
a une concentration de 0,001% a 10 % de preference de 0,01% h 5% 
en poids de la composition totale. 

Selon un troisieme aspect, la presente invention concerne 
une composition pharmaceutique, notamment dermatologique, caracte- 

15 risee en ce qu'elle contient de la cucurbitine ou I'un de ses sels 
ou esters pharmaceutiquement acceptables en une quantite efficace 
pour presenter une activite antiallergique, en particulier pour 
prevenir ou traiter les manifestations allergiques. 

Suivant une variante, les compositions cosmetiques et 

20 pharmaceutiques precitees contiennent un extrait d'origine vegetale 
tel que precedemment defini- 

Selon un quatrieme aspect, la presente invention concerne 
encore un procede pour diminuer le potentiel allergisant d'une com- 
position cosmetique ou pharmaceutique, notamment dermatologique, 

25 caracterise en ce qu'on incorpore a ladite composition une quan- 
tite efficace de cucurbitine sous forme Libre ou sous forme de I'un 
de ses sels ou esters cosme iquement ou pharmaceutiquement accep- 
table, ou d'un extrait vegetal en contenant teL que precedemment 
defini, de sorte que la composition finale presente un risque 

30 allergisant reduit. 

Dans le cadre de I'un quelconque des aspects precedents, 
la concentration ponderate preferee en cucurbitine, ou en ses 
sels ou esters pour les compositions a usage topique, est comprise 
entre 0,001 % et 10 %, de preference encore entre 0,01 % et 5 %. 

35 Pour les compositions destinees a I'administration par 
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voie gtntrale (telle que voie orale, parenterale, rectale, inhala- 
tions,.-.) la concentration en cucurbitine n'est pas critique et 
peut atteindre par exemple 60 % de la compositon. La posologie 
chez I'homme sera generalement comprise entre 0,1 mg/kg/jour et 
05 20 mg/kg/jour et de preference entre 1 mg/kg/jour et 15 mg/kg/jour. 

Par ailleurs, on utilise generalement la cucurbitine 
naturelle, de forme levogyre, ou ses sels ou esters. Des sources de 
cucurbitine levogyre particulierement interessantes sont la pulpe 
et les pepins des cucurbi tacees, en particulier des especes 
10 Cucurbita pepo L., Cucurbita maxima Duch., Cucurbita moschata Duch. 
Cependant, on peut 6galement utiliser la forme racemique de la 
cucurbitine ou de ses sels ou esters. 

Par ailleurs, la cucurbitine peut etre utilis^e sous 
forme pure, ou sous forme d'extraits, selon I'une quelconque des 
15 procedures d' extraction connues a I'homme de I'art. Des procedures 
d'extraction particulierement interessantes sont decrites dans 
la publication de Valentine H. MIHRANIAN et at. dans lloydia 1968, 
31, (1) 23-29 qui est incorporee ici par reference, en particulier 
page 24. Une source pr£f6r6e d'obtention de cucurbitine est 
20 constitute par la pulpe et surtout les pepins de I'espece 
Cucurbita, telles que Cucurbita pepo L., Cucurbita maxima Duch. et 
Cucurbita moschata Duch. 

Selon un cinquieme aspect, la presente invention couvre 
£galement un procedt de traitement de I'etre humain ou d'un animal, 
25 caracterise en ce qu'on administre audit etre humain ou audit ani- 
mal une quantity efficace de cucurbitine ou de l*un de ses sels 
ou esters pharmaceutiquement acceptables, ou d'un extrait vegetal 
en contenant tel que precedemment d6fini, pour prevenir ou 
traiter les manifestations allergiques. 
30 En particulier, le traitement precite s'applique a la 

prevention ou au traitement symptomatique de I'asthme bronchique 
allergique ou de I'effort, du rhume des foins, des rhinites et 
tracheites spasmodiques, de I'urticaire et autres eruptions aller- 
giques, de I'eczema, rougeurs ou irritations cutanees d'origine 
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allergique, des prurits, de L'oedeme de Quincke, des conjoncti- 
vites allergiques, ainsi que des reactions aLLergiques d'origine 
medicamenteuse. 

Selon une variante de realisation, on administre La 

05 cucurbitine ou l'un de ses sets ou esters pharmaceutiquement accep- 
tables par voie topique a une concentration comprise de preference 
entre 0,01% et 10% en poids. 

Selon une autre variante de realisation, on administre 
la cucurbitine ou l'un de ses sels ou esters pharmaceutiquement 

10 acceptables par voie generale h une posologie chez L'homme com- 
prise entre 0,1 mg/kg/jour et 20 mg/kg/jour et de preference entre 
1 mg/kg/jour et 15 mg/kg/jour. 

L 1 invention concerne encore un procede de preparation 
d f une composition cosmetique ou pharmaceutique, notamment dermato- 

15 logique, caracterise en ce qu'on incorpore la cucurbitine ou l'un 
de ses sels ou esters cosmetiquement ou pharmaceutiquement accep- 
tables, ou d'un extrait vegetal en contenant tel que pr§cedemment 
defini, dans un support, vehicule ou excipient cosmetiquement ou 
pharmaceutiquement acceptable. 

20 Selon une variante de realisation, la cucurbitine ou un 

de ses sels ou esters cosmetiquement ou pharmaceutiquement accep- 
tables est incorpore dans une formulation cosmetique ou pharmaceu- 
tique complete pour diminuer Le risque allergisant de celle-ci. 

Selon une autre variante de realisation, on prepare une 

25 composition a activite antiallergique. Des variantes de prepa- 
ration resultent egalement de la description precedente. 

Suivant un mode particulier de realisation de l 1 invention 
dans le cadre de l'un des aspects exposes plus haut, La composition 
precitee contenant la cucurbitine ou un de ses sels ou esters ou 

30 I'extrait de plante precite contient en outre des vesicules de 
type liposome. Selon une variante particuli£re, la cucurbitine, 
son sel ou ester, est encapsule, au moins en parti e, dans Les vesi- 
cules de type liposome. Par I'expression "vesicule de type 
liposome 11 , on entend aussi bien des phases Lamellaires lipidiques 

35 
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hydratees que des vesicules Lipidiques formees de Lipides amphi- 
philes ioniques ou non-ioniques. Egalement, par ['expression 
"incorporer au moins en partie dans des vesicules de type 
Liposome", on entend dans La presente description et Les revendica- 
tions que La cucurbitine, son seL ou ester est combine a des 
vesicules de type Liposome quelle que soit La forme de cette 
combinaison. Cependant, une combinaison preferee reside dans 
^encapsulation de La cucurbitine, son sel ou ester dans des vesi- 
cules de type Liposome. Mais il n'est pas necessaire que La 
totalite soit incorporee ou encapsulee pour obtenir L'effet anti- 
aLLergique recherche selon L* invention. 

On sait que les vesicules de type "liposome" sont pre- 
parees a parti r de substances lipidiques. Le terme "lipidique" 
couvre toutes les substances comprenant une chaine carbonee dite 
grasse, comportant generalement plus de 5 atomes de carbone, cette 
substance etant habituel lement dSnommee "Lipide". 

Selon L f invention, on utilise a titre de Lipide, pour 
former soit les phases lamellaires Lipidiques, soit Les vesicules 
de type Liposome, des Lipides amphiphiles, c'est-a-dire constitues 
de molecules possedant un groupe hydrophiLe indif feremment ionique 
ou non ionique et un groupe Lipophile, ces lipides amphiphiles 
etant susceptibles de former des phases lamellaires lipidiques ou 
des vesicules de type Liposome en presence d'une phase aqueuse. 

En particulier, parmi ces lipides, on peut citer : les 
phospholipides, les phosphoaminolipides, les glycoLipides, les 
alcools gras polyoxyethylenes, Les esters de polyol eventuel lement 
polyoxyethylenes. De telles substances sont par exemple constitutes 
par une Lecitine d'oeuf ou de soja eventuel Lement hydrogenees, une 
phosphatidylcholine, une phosphatidyls£rine, une sphyngomyeline, un 
cerebroside ou un stearate de polyglycerol oxyethylene. 

L" incorporation dans des phases Lamellaires lipidiques 
hydratees ou dans des liposomes des composes utilises conformement 
a La presente invention peut etre realisee selon des techniques de 
preparation connues, decrites par exemple dans le document 
US-A-4 508 703 et eventuel Lement en combinaison avec le document 
US-A-4 621 023. 
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Selon un septieme aspect. La pr^sente invention couvre 
encore un procede de synthese de La cucurbitine, caracterise en ce 
qu'on utiLise comme produit de depart de La 1-benzyl-3-pyrrolidi- 
none- 

SeLon une variante de realisation particuLiere de ce 
procede de synthese, on traite La 1-benzyl-3-pyrroLidinone avec une 
soLution ammoniacaLe de chLorure d'ammonium et de cyanure de potas- 
sium, pour obtenir La C+)3-amino-1-benzyl-3-cyano-pyrrolidine. On 
transforme ensuite ce compose par hydroLyse acide ou basique en 
acide (+)3-amino-1-benzyL-3-pyrroLidinecarboxyLique, et enfin on 
procede a une hydrogenoLyse cataLytique pour obtenir L'acide 
C+)3-amino-3-pyrrolidinecarboxylique ou (+) cucurbitine. 

Suivant une variante preferee. La soLution ammoniacaLe 
precitee est une solution hydroaLcoolique, L'alcool etant avanta- 
geusement de L'isopropanol ou du methanol. 

Suivant une autre variante preferee, L'hydrolyse precitee 
est effectuee au moyen d'une soLution aqueuse 6 N d'acide bromhy- 
drique. 

Selon encore une autre variante, l f hydrogenoLyse cataLy- 
tique est effectuee dans L'eau sous hydrogdne a pression atmosphe- 
rique en presence d'un cataLyseur teL que du palladium sur charbon 
disperse dans le mi Lieu reactionnel aqueux. 

Selon un mode de realisation pr£fere du procede de 
synthese, on Laisse rgagir la 1-benzyl-3-pyrrolidinone avec le 
chLorure d'ammonium et Le cyanure de potassium dans un rapport 
molaire 1/4/4 a la temperature ambiante pendant au moins 48 h. 

Selon une autre variante de realisation particuLiere, on 
s6pare Les isomeres optiques du melange racemique, selon toute 
technique de separation connue de l f homme de I 'art, et en parti cu- 
Lier par l' intermedial* re de La preparation de diastereoisomfcres- 

Le procede de synthese de La cucurbit ine selon L' inven- 
tion conduit a des rendements parti culi^rement Sieves en cucurbi- 
tine racemique, en moyenne 2 a 3 fois plus eleves que ceux des 
proc6des connus. 
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D'autres buts, caracteristiques et avantages de la 
presente invention apparaitront clairement a La Lumiere de La 
description explicative qui va suivre faite en reference a divers 
exempLes de preparation de cucurbitine, ainsi qu'a divers exemples 
05 rapportant Les resultats d'essais pharmacologiques, ainsi que 
divers exempLes de formulation cosm^tique ou pharmaceutique. Dans 
les exemples, les pourcentages sont donnes en poids, sauf indica- 
tion contraire. 

10 Exemple 1 

Synthase de La cucurbitine sous forme de melange racemique 
On procede de la maniere suivante : 
a) Synthese de La (j03-amino-1-benzyl-3-cyano-pyrrolidine 

0,5 g de 1-benzyl-3-pyrrolidinone (2,85 mmol) dissous 
15 dans 3 ml de propanol-2 sont ajout£s h une solution de 0,741 g 
(11,4 mmol) de cyanure de potassium et de 0,615 g (11,4 mmol) de 
chlorure d'ammonium dans 7 ml d'ammoniaque a 28 %- Le melange 
reste a temperature ambiante sous agitation pendant 3 jours. La 
solution est Lavee avec 15 ml d'une solution de carbonate de 
20 potassium a 10 %, et extraite au dichloromethane (3 xc 15 ml), 
Apres sechage sur sulfate de magnesium et Evaporation des 
soLvants, on obtient une huile (0,475 g). 

On purifie sur colonne de si lice avec depot solide. On 
elue avec un melange ether-ether de petrole 4 : 2. 
25 On obtient 0,402 g d'un solide beige (rendement : 70%) 

constitue par la 3-amino-1-benzyl-3-cyano-pyrrolidine ayant Le 
spectre RMN suivant : 
RMN 1 H, 300 MHz, CDCL 3 

1,8 (s Large, 2H, NH 2 ) ; 1,97 (ddd, 1H, J 4 4 , = 13,4, J^ 5 = 8, 
30 J 4 ^ 5 ,= 5,4) ; 2,5 (ddd, 1H, J^ 4 , = 8, J 4 ^ 5 .'= 8, J 4 ^ 5I = 5,4) ; 
2,64 (d, 1H, J 2 2 , = 9,4) ; 3,04 (d, 1H, J 2t ^ 2 = 9,4) ; 3,67 (s, 
2H, CH^-C.Hc) ; 7,33 (m, 5H, protons aromatiques) . 
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b) Synthese de l' acide C03-amino-1-benzyl-3-pyrrolidinecarboxyli- 
que ou (+)1-benzyl-cucurbitine 

On peut rSaliser I'hydrolyse du compose precedemment 
obtenu soit en milieu acide, soit en milieu basique- 
Hydrolyse en milieu acide : 



0,3 g (1,49 mmol) de 3-amino-1-benzyl-3-cyano-pyrroli- 
dine, obtenue S I'etape a) dissous dans 5 ml d'acide bromhydrique 
a 48 %, sont portes a 40-50°C pendant 4 h. Apres evaporation de 
I'acide, on purifie sur colonne de si lice. Les impuretes sont 
£limin6es par CH 2 Cl 2 /Me0H 10 % et I'aminoacide est sorti par 
MeOH/H 2 0 15 %. 

Apr£s Elimination du methanol, on decolore le compost au 
noir animal dans un minimum aqueux a chaud puis on lyophilise- 

On obtient un solide jaune fonce (rendement : 80%) 
constitue par I 1 acide 003-amino-1-benzyl-3-pyrrolidinecarboxylique 
sous forme mono- ou dibromhydrate ayant le spectre RMN suivant : 
RMN 1 H, 300 MHz, D 2 0 

2,47-2,69 (m, 1H, H 4 ) ; 2,75-2,91 (m, 1H, H^); 3,69-3,94 (m, 3H, 
H 5 H 5 , , H 2 ) ; 4,12 (d, J 2 2 , = 14,2, 1H, H 2> ) ; 4,58 (2d, 
J = 13,8, 2H, CH 2 -C 6 H 5 > ; 7,62 (s, 5H, protonsaromatiques) . 

Hydrolyse en milieu basique : 



On dissout 280 mg (1,39 mmol) de 3-amino-1-benzyl-3- 
cyano-pyrrolidine de l'6tape a) dans 2 ml d'ethanol. On ajoute 
5 ml d'une solution de soude a 10 % puis on porte h reflux pendant 
5 h. Apres ref roidissement, on acidifie avec de I'acide 
bromhydrique a 48 %. 

On purifie sur colonne de si lice : Me0H/H 2 0 10 %. On 
decolore au noir animal puis on lyophilise. La presence des sets 
de bromure de sodium entraine I'obtention d'un rendement superieur 
a 100 %. 

Pour eliminer les sels presents, on preleve 200 mg de 
pyrrolidine que I'on porte a pH = 8 avec une solution de soude i 
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10 %. On charge la Duolite Ct avec une solution d'acide bromhy- 
drique 2N. On e limine les sels avec de I'eau distillee. Pour decro- 
cher la pyrrolidine, on utilise une solution d'acide bromhydrique 
0,1 N. 

Apres lyophilisation, on obtient 120 mg d'acide (+)3- 
amino-1-benzyl-3-pyrrolidinecarboxylique (rendement : 40%). 

c) Synthase de I'acide C+)3-amino-3-pyrrolidinecarboxylique ou 
(+) cucurbit ine 

300 mg de bromhydrate d'acide (+)3-amino-1-benzyl-3- 
pyrrolidinecarboxylique obtenu h I'etape b) sont dissous dans 10 ml 
d'eau. On disperse 0,5 mg de charbon a 10 % de palladium, puis on 
place cette suspension en atmosphere d'hydrogene sous pression 
atmospherique. L'agitation est maintenue pendant 18 h. Aprfes 
filtration sur papier-fi It re et lyophilisation, on obtient un 
solide jaune (98 %) constitue par I'acide (+03~amino-3-pyrrolidine- 
carboxylique ou (+)cucurbitine ayant Le spectre RMN suivant : 
RMN 1 H, 300 MHz, DgO 

2,45 <m, 1H, H 4 ) ; 2,69 (m, 1H, H 4 .) ; 3,61 (d, 1H, J £ 2 , = 13,4) ; 
3,67-3,78 (m, 2H, H 5 «) ; 4 (d, 1H, J 2 ,^ 2 = 13,4). 

Exemple 2 

Optimisation du rendement de la synthese de la (t)cucurbitine 

On op&re comme indiqug comme £ I'exemple 1, en choisis- 
sant a I'etape b) I'hydrolyse par I'acide bromhydrique 6 N, en 
faisant toutefois varier la proportion des reactifs de I'etape a). 
Les rendements obtenus figurent au tableau I ci-apres. 
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TABLEAU I 



Nombre equivalents 










moles 




Conditions 


Rendement 


N.B.P 


NH^Cl 


KCN 


experimentales 
de I'etape a) 


CN 


COOH 




1-1 


1 


6 h temperature ambiante 


* 


< 10 % 




1-1 ' 


1 


4 h 40°-50° 


* 


< 10 % 




4 


4 


4 h 40°-50° 


* 


20 % 




8 


8 


4 h 40°-50° 


* 


20 % 




4 


4 


48 h temperature ambiante 


66 % 


44 % 




4 


4 . 


72 h temperature ambiante 


70 % 


49 % 




4 


4 


84 h temperature ambiante 


70 % 


56 % 



N.B.P. : 1-benzyl-3~pyrrolidinone 

* : amino-nitri Le non isole 

CN : rendement en 3-amino-1-ben2yl-3-cyano-pyrrolidine 

COOH : rendement global en acide 3-amino-3-pyrrolidinecarboxy- 

20 lique 

La derniere colonne du tableau I contient les rendements 
en (+)cucurbitine par rapport aux reactifs de depart. 

On observe que les rendements sont maximums si la reac- 
25 tion est menee a temperature ambiante pendant une duree superieure 
a 48 h en utilisant des proportions 1/4/4 entre les reactifs : 1- 
benzyl-3-pyrrolidone, chlorure d'ammonium et cyanure de potassium. 

On a par ailleurs observe que I'hydrolyse au moyen de 
I'acide bromhydrique conduisait 6galement a de meilleurs rendements 
30 que lorque I'on utilise de I'acide chlorhydrique, S la meme concen- 
tration, comme agent d'hydrolyse. 



35 
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ExempLe 3 

Separation des isomeres optiques de la cucurbitine 
La methode de separation, connue en elle-meme, est basee 
sur La preparation de derives diasteroisomeres par coupLage de La 

05 (+)cucurbitine avec certains reactifs optiquement actifs, apres 
protection de La fonction acide par est^rif ication et de La fonc- 
tion amine cyclique. Chaque forme de ces stereoisom&res, correspon- 
dent a I'un ou L'autre isom£re de La cucurbitine, sera isoLie par 
chromatographic, notamment par chromatographie Liquide a haute 

10 performance ou sur coLonne de si Lice- Pour reg^nerer ensuite Les 
deux enantiomferes de La cucurbitine, il suffit de saponifier 
L'ester de protection puis d'hydrolyser pour liberer La fonction 
acide, et de Liberer La fonction amine, par exempLe par hydrogeno- 
Lyse comme decrit a I'exemple 1 dans Le cas ou La fonction amine 

15 etait protegee par substitution avec un radical benzyle. 

Comme reactifs pour La presente methode, on peut utiliser 
des composes optiquement actifs levogyres S, teLs que : 

- Le chlorure de camphanyle-1S, 

- L f acide (S) — (-) — cfc-methoxy-clrtrif luoromethyl-ph£nyl- 

20 acetique, 

- La N-(tertio-butoxycarbonyl)-L-phenylalanine. 

Le present exempLe decrit La resolution du rac6mique de 
la cucurbitine au moyen du coupLage avec le chlorure de camphanyle- 
1S. 

25 

a) Protection de La fonction acide de la (±)1-benzyl-cucurbitine : 
synthese de son ester methylique 

0,1 g de (+)1-benzyl-cucurbitine (0,20 mmoL), obtenu a 
I'etape b de I'exemple 1, est ajoute lentement a une solution 
30 glac6e de chlorure de thionyle (0,28 mmol) et de methanol (2 ml). 
La temperature de la reaction ne doit pas s'elever au-dessus de 
-5°C. Le melange est mis sous agitation a 0°C pendant 2 h, puis 
ramene a temperature ambiante pendant deux jours. 

Apr£s evaporation, on purifie sur colonne de si Lice avec 
35 depat soLide. (ELuant CH-CU/MeOH de 10 a 50 %). 
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On obtient un produit jaune avec un rendement a 70 %, 
constitue par I'ester mSthylique de La O01-benzyl-cucurbitine. 

b) Couplage avec Le chlorure de camphanyle-1S (-) 

On neutralise 1 mol d'ester methylique de La (+>1-benzyl- 
cucurbitine en soLution dans 1,5 ml de chLorure de methylene 
avec 1 mole de triethylamine. On ajoute 1,1 equivalent de 1S (-) 
chLorure de camphanyle. On laisse sous agitation a temperature 
ambiante pendant 16 h. 

On purifie sur colonne de si lice avec depot solide 
Celuant : CH 2 Cl 2 /MeOH 10 %). 

La separation des diastereoisomeres a ete effectuee par 
H.P.L.C. sur diverses colonnes notamment des Zorba^NH 2 greffees. 

Exemple 4 

Preparation d'un extrait de pulpe de Cucurbita pepo 
On coupe en deux des fruits frais de Cucurbita pepo, on 
enleve les pepins qui peuvent servir a La fabrication des extraits 
de pepins- On broie la pulpe ainsi obtenue que I'on lyophilise. On 
recupere la poudre que I'on degraisse a L'ether de petrole a raison 
de 1 I pour 100 g de poudre- On recupere L 1 insoluble par filtration 
qui constitue I'extrait de puLpe de Curcurbita pepo recherche. On 
dose la proportion de cucurbitine dans cet extrait par H.P.L.C. et 
I'on obtient une concentration de 0,03% en poids de cucurbitine 
dans I'extrait sec degraisse. 

Exemple 5 

Preparation d'un extrait de graines de Cucurbita pepo 

On broie 1,5 kg de graines prealablement decortiqu^es de 
Cucurbita pepo. La poudre obtenue est soumises trois fois & une 
extraction a I'hexane (3 Litres, 2 Litres et 1,8 Litre), pour 
eliminer Les matieres grasses. Le gateau seche obtenu est extrait 
par une soLution aqueuse d'acide chlorhydrique maintenue a environ 
pH 4. Cette extraction est faite en trois fois : deux a temperature 
ambiante - environ 22°C -, et la troisieme a 70°C. A chaque fois, 
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Le maintien en contact du gateau-solution avec La solution 
chlorhydrique (2 litres la premiere fois et 2,5 litres Les deux 
fois suivantes) est de 24 h. 

Apres essorage, on ^Limine Le residu soLide et on 
recueille La phase aqueuse que I'on evapore partiellement et que 
I'on centrifuge. Les culots de centrifugation sont laves & L'eau 
distiLlee, puis SLimines. Les eaux de Lavage sont reunies aux 
concentrats de centrifugation. 

La fraction aqueuse est reconcentree, puis traitee poids 
pour poids avec de L'ethanol. II se forme un precipite bLanc que 
I'on ^Limine par centrifugation. Le surnageant hydro-alcoolique, 
que I'on neutralise par exemple avec de La soude, constitue un 
extrait contenant de la (-)-cucurbitine, que L'on peut utiliser en 
L'etat. 

On peut aussi evaporer L'alcool, puis atomiser La soLu- 
tion aqueuse obtenue, de maniere a obtenir une poudre tit rant 3 a 
5 % en (-)-cucurbitine, selon Les Lots de graines utilises. 

Exemple 6 

Mise en evidence de L'activite inhibitrice de La formation d'hista- 
mine par la cucurbitine 

1 - A par un test enzymatique 
Ce test est bas6 sur L'action inhibitrice de La cucurbi- 
tine sur I'enzyme histidine decarboxylase (HDC) qui transforme 
I'histidine en histamine, par rapport a ceLLe de La tritoqualine, 
qui est un inhibiteur connu de L'HDC (voir Carpi C, Maggi G.C. 
Bull. Soc Ital. Sper. 1968, 44 (6 543-4), et qui est utilisee en 
therapeutique comme hypohistaminemiant sous le nom de Hypostamine^; 
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L'activite inhibitrice sur UHDC peut etre aisement rea- 
lisee par un dosage colorimetrique sur La base de la reaction 
chimique suivante : 



Dosage coLorimetrique 



HN X 

L-Histidine 



CH--CH-C00H 
NH 2 



H.D.C. 



enzyme 
dosee 



HN^N 



•CHj-CHj-NH^ 
* CO. 



Histamine 



=j— CH 2 CH 2 NH 2 diamine oxydase j „j fly 



CHO 



HN enzyme HN ^N + H-0- + NH. 

u . ^ auxiliaire 
Histamine 



H 2 0 ? * «BTH Peroxvdase - , 

2 2 «>MAB enzyme indicatrice* Coloration bleue 

X a 595 nm. 



MBTH = 3-methyl-2-benzothiazolinone hydrazone 
DMAB = 3-(dimethylamino)benzoic acid 



En pratique, on observe que La formation de La coloration 
bleue est proportionnelle a la concentration en histidine consom- 
mee. On a ainsi pu definir des vitesses initiales de reaction et 
etablir des courbes dites de Mickaelis comme decrit dans Fundamen- 
tals of Enzymology, 2nd Ed. Oxford Univ. Press, 1989. 

La vitesse initiale est exprimee en variation d'absor- 
bance par minute. 

Les r£sultats obtenus avec diverses concentrations ini- 
tiales d'histidine, a savoir a 132 nmol, 265 nmol, et 530 nmol, 
respectivement sans effecteur, avec tritoqualine comme inhibiteur 
d'HDC connu, et avec la cucurbitine sous forme raceraique comme 
inhibiteur selon L 1 invention sont repertories au tableau II 
ci-apres et font I'objet de La courbe de Mickaelis, objet de la 
figure 1 . 
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Tableau II 



Hi stidine 


132 nmol 


265 nmol 


530 nmol 


Sans effecteur 


0,062 


0,089 


0,1132 


Tritoqualine 
(art anterieur) 


0,021 


0,0374 


0,0604 


Cucurbitine 
(invention) 


0,013 


0,0242 


0,042 



II ressort clairement du tableau II et de la courbe de 
Mickaelis objet de la figure 1, que la cucurbitine est un inhibi- 
teur d'HDC beaucoup plus puissant que la tritoqualine, ce qui cons- 
titue un resultat tout a fait surprenant pour un homme de Mart. 

1 - B par un dosage RIA 

On peut egalement mettre en evidence I'activite anti- 
histaminique de la cucurbitine par un dosage radioimmunblogique 
(Radio Immurio Assay ou "RIA") de la maniere suivante. 

Ce dosage a lieu en dosant I'histamine directement 
produite sous I'action de I'enzyme HDC, par La methode RIA, bien 
connue a I'homme de I'art, et notamment d£crite dans la notice 
d'utilisation d*un kit de dosage denomme HISTAMINE Radioimmunoassay 
kit (Cat. t 1302) commercialise par la Soci<§t6 IMMUN0TECH 
(Marsei I Le-France) . 

On dose au cours du temps la quantite d'histamine liberee 
(en nanomoles) pour une concentration de 16.10 3 molaire 
d'histidine dans un tampon phosphate h pH 6,3, respectivement sans 
effecteur, avec la tritoqualine corame effecteur de comparaison et 
avec de la cucurbitine racemique de synthese comme agent 
anti-histaminique selon l* invention. La tritoqualine et la cucurbi- 
tine sont uti Usees a la concentration de 2.10 3 molaire. 
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Les resultats obtenus exprimes en nanomoles d'histidine 
liberee sont repertories au tableau III ci-aprSs et font I'objet de 
La courbe de La figure 2 ou L'on a indique en ordonnees Le nombre 
de nanomoles d'histamine Liberee et en abscisses le temps exprime 
05 en minute. La courbe sans effecteur est tracee en'trait continu, 
La courbe obtenue avec La tritoqualine est tracee en trait mixte 
et la courbe obtenue avec La cucurbitine est tracee en pointings. 

TABLEAU III 

10 



Temps 


- . ** 
5 mm 


** 

10 rain 


% l*(h 5 min) 


X lih 10 min) 


Sans effecteur 


32,66 


140,79 


0 


0 


Tritoqualine 


16,48 


49,27 


49 


65 


Cucurbitine 


14,85 


38,29 


55 


73 



20 * I = Inhibition 

** = nanomoles d" histamine lib$r£e 

On voit clairement a partir du tableau III que la quan- 
tite d'histamine liberee est nettement La plus faible en presence 

25 de cucurbitine. 

Les resultats obtenus par la methode RIA confirment done 
que la cucurbitine a une activite inhibitrice de la formation 
d'histamine nettement plus puissante que la tritoqualine au bout 
de quelques minutes. 

30 Divers exemples de formulation de compositions cosme- 

tiques ou pharmaceutiques, notamment dermatologiques selon I'inven- 
tion sont Les suivants : 
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Exemple 7 
Comprimes 

Par comprime pour administration oraLe : 

- (£) cucurbitine 100 mg 
05 - ami don 38 mg 

• lactose 75 mg 

- talc 10 mg 

- autres excipients pour comprimes 

(dont stearate de magnesium) qsp 250 mg 



10 
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Indications : traitement preventif et curatif des mani- 
festations allergiques, notamment cutanees et respiratoires. 

PosoLogie : 1 a 10 comprimes par jour chez I'adulte. 
Diminuer Les doses par 2 chez (.'enfant jusqu'a 15 ans. 

Exemple 8 
Poudre pour aerosol 
Pour 100 g dans un flacon pressurise : 

- (+) cucurbitine 3 g 

- mannitol 1 g 

- gaz pulseurs 96 g 



Indications : traitement preventif et curatif de toutes 
manifestations allergiques respiratoires telles que asthme bron- 
25 chique et bronchites asthmatiformes. 

Posologie : administration intrabronchique, a raison de 4 
a 6 aspirations par jour en moyenne. 
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Exemple 9 

Emulsion adoucissante pour peaux sensibles 

extrait de pepins seLon I'exemple 5 

titrant 0,5 X en (-) cucurbitine 10 g 

emulsion cosm6tique 
classique pour peaux sensibles 
(alcools gras, alcools gras polyoxy- 
$thylenes huile minerale, palmitate 
d'isopropyle, glycerine, gelifiant, 
conservateurs, parfums, eau) qsp 100 g 



Exemple 10 

Fond de teint hypoallergenique 

extrait de pulpe de cucurbita 

pepo de L 1 exemple 4 10 g 

composition clas'sique pour fond 
de teint (esters gras, squalane, 
leci thine de soja, silicone volatile, 
propylene glycol, gomme xanthane, 
filtre solaire, pigments, conserva- 



teurs, parfum, eau) qsp 100 g 

Exemple 11 
Mascara anti-irritant 

(+)-cucurbitine 1,0 g 

bleu outre-mer 9,0 g 

alcool hexadecylique 7,4 g 

propyleneglycol 9,0 g 

acide stearique 11,3 g 

monost£arate de glycerol 4,4 g 

triethylamine 3,6 g 

conservateur 0,3 g 

eau qsp... 100 g 
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REVENDICATIONS 

1- Procede de synthese de la cucurbit ine, caracterise en 
ce qu f on utilise comme produit de depart de la 1-benzyl-3-pyrroli- 
dinone. 

2. Proced6 selon la revendication 1, caracterise en ce 
qu'on traite la 1-benzyl-3-pyrrolidinone avec une solution ammonia- 
cale de chlorure d'ammonium et de cyanure de potassium, en obtenant 
la (+) 1-benzyl-3-amino, 3-cyano-pyrrolidine que I'on transforme 
ensuite en acide C+) 3-amino~3-pyrrolidinecarboxylique par 
hydrolyse acide ou basique suivie d'une hydrogenolyse catalytique. 

3. Procede selon la revendication 1 ou 2, caracterise 
en ce qu'on realise la reaction de la 1-benzyl-3-pyrrolidinone avec 
le chlorure d'ammonium et le cyanure de potassium dans un rapport 
molaire 1/4/4 a la temperature arobiante pendant au moins 48 h. 

4. Procede selon I'une des revendi cations 1 a 3, 
caracterise en ce qu'on isole Misomere levogyre de I'acide 
3-amino-3-pyrrolidinecarboxylique a parti r du melange racemique, 
en particulier par l' intermediate de la preparation des 
di astereoi some res - 
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FIG.1 



£ourbe da Mickaelis 
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FIG. 2 
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